B细胞受体（B-cell receptors，BCR）通路的活化是B细胞肿瘤发生和克隆演变的始动因素。尽管不同B细胞肿瘤其生物学行为及临床经过具有异质性，但其中大部分疾病对BCR信号通路相关的激酶抑制剂均有很好的反应性，因而针对抑制BCR通路的靶向治疗是B细胞肿瘤患者所遵从的一种治疗模式。BCR是膜结合的免疫球蛋白，后者包括重链和轻链，二者均由可变区和恒定区构成。免疫球蛋白通过可变区来识别和结合抗原，通过恒定区来启动下游效应。免疫球蛋白可变区的多样性是其特异性识别抗原的结构基础。有研究者对免疫球蛋白重链可变区（IGHV）序列进行研究，发现某些慢性淋巴细胞白血病（CLL）患者的BCR具有高度同源性，称为典型模式（stereotyped）[@b1]。已有研究证实，IGHV基因的突变状态与CLL患者的预后相关[@b2]。对脾边缘区淋巴瘤（splenic marginal zone lymphoma，SMZL）患者IGHV基因突变状态的研究目前国内尚未见报道。由于东西方人群遗传因素、环境因素等不同，研究不同疾病背景下典型模式的差异有助于我们更深入的理解SMZL的细胞起源及发病机制。本研究旨在探讨SMZL患者IGHV突变状态及典型模式的分布情况，并与国外报道的数据[@b3]进行对比，探讨其与西方国家的异同。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2008年3月至2013年4月就诊于我院淋巴瘤诊疗中心的40例初治SMZL患者为研究对象，其中男22例，女18例，中位年龄58 (40\~79）岁。参照2008年WHO分型诊断标准进行诊断分型[@b4]。40例患者中，22例患者采用R-CHOP（利妥昔单抗、环磷酰胺、表柔比星、长春新碱、泼尼松）、R-FC（利妥昔单抗、氟达拉滨、环磷酰胺）、R-COP（利妥昔单抗、环磷酰胺、长春新碱、泼尼松）方案化疗，4例患者采用脾切除术及利妥昔单抗单药治疗，5例患者采用CHOP方案化疗，9例患者在我院确诊后回当地治疗，具体治疗方案不详。所有患者的标本收集均经过我院伦理委员会批准，患者签署知情同意书。

2．研究方法：取患者外周血或骨髓标本，提取基因组DNA，按IGHV试剂盒（IGH Somatic Hypermutation Assay v2.0，美国InVivoScribe公司产品）说明书进行IGHV基因片段扩增，后将PCR产物电泳胶回收纯化，连接T载体摇菌进行克隆测序，每份标本送检10份菌液，所有标本送华大基因有限公司进行DNA正反双向序列测定。

3．数据比对：所有测序结果使用IGHV-QUEST软件进行分析，当V区检测序列与胚系V区序列相似性\>98％时定义为IGHV未突变序列，当相似性≤ 98％时定义为IGHV突变序列。用ClustalW2软件进行序列比对与聚类分析，并与文献[@b2]最新报道的国外研究进行比对分析。典型模式的纳入标准必须满足以下5点[@b1]：①HCDR3氨基酸长度相同。②HCDR3氨基酸相同性≥50%。③HCDR3氨基酸相似性≥70%。④HCDR3区特定的氨基酸排列模式。⑤VH家族属于同一家族。

4．临床特征分析：患者临床特征评价指标包括起病症状、肝脾肿大、浅表淋巴结肿大、血细胞计数（包括WBC、RBC、HGB、PLT、淋巴细胞绝对计数）、免疫球蛋白定量、乳酸脱氢酶、β~2~微球蛋白、细胞遗传学（17p缺失、RB-1缺失、ATM缺失、IgH易位）、染色体核型等。

5．随访：所有病例随访截止日期为2014年8月1日，通过电话联系加以确认。无进展生存（PFS）时间定义为诊断至疾病进展或随访结束。总生存（OS）时间定义为诊断至死亡或随访结束。

6．统计学处理：所有数据采用SPSS 21.0软件进行统计学分析。计量资料以中位数表示，符合正态分布的计量资料组间比较采用独立样本*t*检验，偏态分布的计量资料的比较采用非参数Mann-Whitney *U*检验。计数资料的比较采用四格表资料的χ^2^检验或Fisher确切概率法，采用Kaplan-Meier方法绘制生存曲线进行生存分析，各组患者生存曲线比较应用Log-rank检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．SMZL患者IGHV突变状态及典型模式的分布情况：40例患者中，IGHV突变者30例（75.0%），未突变者10例（25.0%），两者比例与国外报道的比例相当（70%∶30%）[@b2]。在V区片段使用中，V1、V4和V3片段的使用频率分别占41.0%、25.6%、20.5%，是最常见的V区片段，这与国外报道一致。但使用V3片段的使用频率明显低于国外报道（20.5％对50.0%，*P*=0.015），而V2片段的使用频率高于国外报道（10.3％对0.8%，*P*=0.002），其他V5、V6片段分别占0、2.6%（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 本研究与国外研究脾边缘区淋巴瘤患者免疫球蛋白重链可变区（IGHV）基因片段使用频率比较（％）

  IGHV基因              本研究   国外研究   *P*值
  --------------------- -------- ---------- -------
  V区片段使用频率                           
   VH1                  41.0     30.0       0.557
   VH2                  10.3     0.8        0.002
   VH3                  20.5     50.0       0.015
   VH4                  25.6     17.0       0.278
   VH5                  0        2.2        0.339
   VH6                  2.6      0          0.068
  V区基因使用频率                           
   V1-2                 25.6     19.5       0.529
   V1-3                 2.6      0.8        0.530
   V1-8                 2.5      0          0.618
   V1-69                5.1      7.5        0.232
   V2-70                10.3     0.8        0.002
   V3-21                5.1      3.0        0.585
   V3-23                2.6      18.0       0.006
   V3-30                7.7      6.8        0.482
   V3-49                2.6      0.8        0.530
   V3-66                2.6      1.5        0.697
   V3-74                2.6      4.5        0.383
   V4-34                15.4     7.5        0.070
   V4-39                2.6      1.5        0.697
   V4-59                5.1      3.8        0.763
   V4-61                2.6      2.3        0.955
  D区主要基因使用频率                       
   D2-21                17.9     2.3        0.000
   D3-3                 7.7      18.0       0.196
   D3-10                12.8     4.5        0.082
   D3-22                10.3     11.3       0.765
   D6-13                12.8     3.8        0.046

V区基因中，V2-70的使用频率高于意大利报道（*P*=0.002），V4-34的使用频率也较高（*P*=0.070），但差异无统计学意义，而V3-23的使用频率明显减低（*P*=0.006）。国外报道的SMZL特异性的V1-2基因使用率达26.0%，也是我们这部分患者中使用频率最高的V区基因。D区基因中，D2-21和D6-13高于国外报道（*P*值分别为0.000、0.046）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。而且，国外报道的D2-8、D4-17、D5-5等少见片段使用在我们这部分病例中未见，但D5-18仅在我们的病例中出现。J区最常见的基因为J6\*02、J4\*03和J3 \* 02，分别占28.2%、25.6％及20.5%，与国外报道相似。根据典型模式的定义，在我们这部分患者中出现一例新的未突变的典型模式，其V区基因为IGHV2-70, CDR3氨基酸序列为CARTYSIVAVGT-PAWFDPW。

2．IGHV突变状态与SMZL患者临床特征的相关性分析：40例患者中，有30例行FISH细胞遗传学检测。其中RB-1、ATM缺失检测均为阴性；2例（6.7%）为17p缺失阳性，且均为IGHV未突变患者；6例（22.2%）IGH易位检测阳性。与IGHV突变组相比，未突变组患者的IgG、IgA表达水平显著增高\[10.70（5.28\~15.50）g/L对12.90（7.71\~23.50）g/L，1.06 (0.21\~3.13) g/L对1.66 (0.81\~2.93) g/L，*P*值分别为0.038、0.040\]（[表2](#t02){ref-type="table"}）。40例患者的中位随访时间为34 (10\~99）个月。与IGHV未突变组相比，突变组患者的PFS时间显著延长（*P*=0.009），两组患者OS时间差异无统计学意义（*P*=0.430）（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

###### 免疫球蛋白重链可变区（IGHV）突变患者与未突变患者临床特征比较

                                       IGHV突变组（30例）      IGHV未突变组（10例）   *P*值
  ------------------------------------ ----------------------- ---------------------- -------
  血常规                                                                              
   WBC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]        16.79（2.42\~126.82）   19.12（2.28\~61.68）   0.749
   HGB\[g/L，*M*（范围）\]             107（53\~151）          102（85\~142）         0.753
   PLT\[×10^9^/L，*M*（范围）\]        92（34\~569）           125（38\~440）         0.368
   ALC\[×10^9^/L，*M*（范围）\]        10.54（0.44\~123.00）   7.08（0.28\~45.50）    0.480
  肿瘤负荷                                                                            
   LDH\[U/L，*M*（范围）\]             173（107\~515）         225（118\~400）        0.965
   β~2~微球蛋白\[mg/L，*M*（范围）\]   4.18（1.54\~11.90）     3.50（2.41\~9.69）     0.971
  免疫球蛋白                                                                          
   IgG\[g/L，*M*（范围）\]             10.70（5.28\~23.50）    12.90（7.71\~23.50）   0.038
   IgA\[g/L，*M*（范围）\]             1.06（0.21\~3.13）      1.66（0.81\~2.93）     0.040
   IgM\[g/L，*M*（范围）\]             0.90（0.18\~31.10）     1.22（0.35\~16.50）    0.659
  细胞遗传学                                                                          
   RB-1缺失\[例（%）\]                 0                       0                      \-
   17P缺失\[例（%）\]                  0                       2（6.67）              0.060
   ATM缺失\[例（%）\]                  0                       0                      \-
   IgH易位\[例（%）\]                  5（16.67）              1（3.33）              1.000

注：ALC：淋巴细胞绝对计数；-：无法统计

![免疫球蛋白重链可变区（IGHV）突变对脾边缘区淋巴瘤患者无进展生存（A）及总生存（B）的影响](cjh-37-09-774-g001){#figure1}

讨论 {#s3}
====

B细胞发育经历了体细胞高突变和VDJ重排，从而形成很多种不同的BCR及抗体[@b5]。在前B细胞晚期阶段，出现IGH基因重排并表达sIgµ（surface Immunoglobulin µ）链，与随后表达的轻链共同组成BCR, BCR转导的活化信号使B细胞进一步发育成熟。IGHV基因编码BCR的抗原结合区域，目前BCR细胞内信号传递过程已经比较明确，而究竟是哪种抗原与BCR结合来触发细胞内的一系列反应仍不十分清楚。在对CLL的研究中已经发现多种抗原与BCR相互作用从而活化下游信号[@b6]--[@b7]，而且在CLL病程中这种活化信号持续存在[@b8]。这些现象提示抗原选择在B细胞肿瘤发生机制中具有一定的作用。根据免疫球蛋白BCR的典型模式对CLL患者进行亚组分类可以预测各亚组患者具有相似的抗原激活谱，同时也与患者的预后相关[@b9]，而在对SMZL患者的研究中也发现不同BCR重链可变区CDR3典型模式的存在[@b3]。上述研究均提示在B细胞肿瘤发生中存在疾病特异性的免疫介导的淋巴细胞恶性转化机制。因此，研究B细胞肿瘤的典型模式有助于我们更深入的了解疾病的发生机制，同时对患者进行更为合理的危险度分层，从而有助于患者的个体化治疗[@b10]。

我们的研究证实了国外研究所发现的SMZL患者IGHV的异质性。在40例患者中，30例患者为IGHV突变，10例患者未发生IGHV突变。VH1基因的使用存在偏颇性，有10例患者出现国外报道的SMZL疾病特异性的V1-2基因，其中8例患者为IGHV突变状态。国外有研究者认为SMZL的发生与丙肝病毒感染有关[@b11]--[@b12]，且使用V1-69D3-22JH4基因的患者表现为HCV阳性[@b13]。但我们在研究中未发现丙肝病毒感染的患者，也未观察到这一特异基因的存在。在具体基因片段使用频率方面，我们的研究结果与国外报道仍有差异，表现在V区的V2、V3片段使用及V2-70、V3-23基因的使用频率，D区D2-21、D6-13及D3-3基因的使用频率等方面。结合患者的临床特征进行分析发现，SMZL患者的遗传学相对稳定，仅有2例患者为17p缺失阳性，且均为IGHV未突变患者。同时免疫球蛋白IgG、IgA的水平在未突变组显著增高，但产生这一现象的原因目前尚不明确，也没有相关基础研究的理论依据报道。

有研究者在对CLL患者的研究中发现，IGHV未突变患者的临床经过更具侵袭性[@b14]。但也有一些个例，例如使用IGHV3-21基因的患者大部分为IGHV突变者，但与未突变患者的临床结局相似[@b15]。对于SMZL的研究，目前的结论有相悖之处[@b16]--[@b17]。在本研究中我们发现，IGHV突变患者的PFS期较未突变者显著延长，但两组患者的OS差异无统计学意义，有待于延长随访时间进一步观察。

综上，我们的研究结果显示，在SMZL患者中IGHV突变状态及典型模式分布与西方国家明显不同，且IGHV突变患者的PFS明显优于未突变患者，但目前国内外尚缺乏统一的研究结论，可能与疾病的地理人群分布及环境因素有关。通过本研究也给我们带来一些新的思考和启示。从疾病发生机制来讲，有助于我们寻找类似于哺乳动物B-1细胞样的SMZL细胞抗原结合位点，探讨SMZL的细胞起源，从而提高对SMZL发病机制的认识。从临床角度来讲，提高我们对SMZL突变状态及典型模式与疾病起病方式、临床经过及患者结局的认识，因此，更有利于患者的危险度分层及基于典型模式特异性的个体化治疗。但由于疾病的地理人群分布及环境因素的不同导致中西方的疾病特征不完全一样，且国内的研究甚少，我们期待更多的研究者能参与其中，以发现更多的中国SMZL患者IGHV突变状态及典型模式的特征来指导临床疾病的诊治。

[^1]: 杨文娟（现在中山大学孙逸仙纪念医院 510120）
